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SOUCHES DE MYCOBACTERIUM DONT LE GENE ERP EST 
MOD1FIE ET COMPOSITION VACCINALE LA CONTENANT 

L' invention conccrnc unc souchc dc Mycobacterium dont Ic gene 
5 erp est modific ct la composition vaccinalc la contcnant. 

La tubcrculosc est unc maladie iniccticusc caustic dans la plupart 
des cas par ('inhalation de bacteries appartenant au complcxc d'especc 
Mycobacterium tuberculosis (M. ajricatuun, M. bovis, A A tuberculosis). 
Avcc huit millions de nouvcaux cas humains annucls causant trois millions 
K) de deces au niveau mondial, la tubcrculosc demcurc un probleme majcur de 
sante publique (Sudre ct al., 1992). La decouvertc d'antibiotiqucs cfficaccs 
(Streptomycine, Isoniazidc, Rifampicinc, . . . ) scmblait pcrmcttrc 
Teradication de cettc maladie. Cependant, on cstimc qu'actuellement 
seulcmcnt 50 % des maladcs sont depistes et refoivent un trattcmcnt. Cc 
15 traitement est souvent tnappropric ou mal suivi ct conduit a ['apparition 

d'un nombrc croissant de souches resistantes aux antibiotiques ct memo 
polychimioresistantcs (Doolcy ct al. % 1992). Dans cc contexts la misc au 
point d'une prophylaxic vaccinale apparait commc unc solution privilcgicc 
pour le controle et Teradication dc la tubcrculosc. 
20 Le fait d'utiiiscr unc bacterie pathogenc attcnuec en tant que 

composant d'un vaccin a ete iargement decrit et mis en oeuvre dans Tart 
anterieur. Les methodes pour obtenir de telles bacteries attenuees 
comprennent la selection au hasard de mutants induits chimiquement ou par 
irradiation, ou la production de bacteries recombinantes d'origine pathogenc 
25 dans lesquelles un gene implique dans une voie metabolique a etc inactive 
par genie genetique, 

Straley et al. (1984) ont ctudie la survivance dc mutants avirulents 
de Yersinia pestis qui sont defectueux dans unc ou plusicurs voics 
metaboliques. 



WO 99/05168 PCT/FR98/01627 



Noriega ct al. (1994) out fabriquc par genie gcnetique unc souchc 
dc Shigella oralc dcstincc a etrc ulilisee en tant que prototype vaccinal par 
I 1 introduction de deletions dans un gene (aroA) codant pour une proteine 
impliqucc dans une voie metobolique d'un acide amine aromaliquc et ils ont 
5 demontre que les souches de Shigella resultantcs recombinantcs defectives 

etaicnt capables d'induire des anticorps protecteurs contre le pathogene de 
type sauvagc. 

Un travail important a cgalcment etc realise utilisant Salmonella 
comme modelc. Voir par cxcmplc les rapports de Hoiscth ct al. (1981), 

K) Levine ct al. ( 1 987), Oyston et al ( 1 995) et Curtiss ( 1 990). 

Cepcndant, des travaux similaircs n'ont pas encore etc realises 
pour Mycobacterium tuberculosis, r agent etiologique dc la tuberculose 
(TB), qui infecte un tiers dc la population mondiale et tuc trois millions dc 
personncs par an. La tuberculose est la plus importantc cause dc mortalitc 

15 dans 1c monde occasionnec par un ensemble d'organismcs infectieux 

(Bloom ct Murray, 1992) regroupes sous r appellation «complcxc M. 
tuberculosis^. Selon 1c WHO, plus dc personncs sont dcccdccs dc la 
tuberculose en 1995 qu'au cours d'une quelconque anncc antcrieurc. 11 a etc 
estime que jusqu'a un demi milliard de personnes soufTriront de tuberculose 

20 dans les 50 prochaines annees. Cependant, en depit de son importance, les 
determinants genetiques de la virulence et de persistance de M. tuberculosis 
restent faiblement caracterises. 

En effet, la virulence des mycobacteries pathogenes est associee a 
leur aptitude a croitre et persister au niveau intracellulaire. Les bacteries du 

25 complexe M. tuberculosis parasitent les cellules phagocitaires a Tinterieur 
desquelles elles resident et se multiplient dans un compartiment vacuolaire 
specialise, appele le phagosome. Les phagosomes contenant des M. 
tuberculosis vivants n'acidifient pas et echappent a la fusion avec les 
lysosomes. Les mecanismes par lesquels les M tuberculosis rendent leur 
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phagosome plus hospitalicr rcstcnt inconnus ct les genes mycobactcricns 
afVcctant leur croissance ct leur multiplication intraccllulairc sont 
activemcnt rcchcrchcs. 

L/cxtremc difficulte a creer des mutants def mis de M tuberculosis, 
5 soit par echange allelique ou par mutagenese par transposes a empeche 

I 1 identification dc ces factcurs de virulence scion les postulats de Koch 
(Falkow, 1988 ; Jacobs, 1992). Des strategics genetiques alternatives out 
plutot ete utilisees, inciuant la complementation d\inc bacterie non 
pathogene (Arruda et al. t 1993) et des mutants avirulcnts spontannes avec 
it) des bibliothequcs d'ADN chromosomiques de M. tuberculosis (Pascopclla 
ct al. 1994) et M. hovis (Collins et al., 1995) viruients. Bien que ces etudes 
ait identifie des genes potentiellement impliques dans Tentrec a Tinterieur 
des cellules epitheliales et conferant un avantage de croissance /// vivo, la 
grande majorite des genes mycobactcricns impliques dans la virulence et la 
15 survie dans Torganismc hotc rcstcnt inconnus. Le developpcmcnt de 
systcmes de mutagene efllcacc est done la priorite pour la genctiquc 
mycobacterienne. 

Une methode pour la creation de mutants est la mutagenese par 
echange allelique. Recemment, des echanges alleliqucs ayant lieu avec une 
20 faible frequence ont ete mis en evidence chez des bacteries du complexe M. 
tuberculosis utilisant un vecteur a effet suicide (Reyrat et al., 1995 ; Azad et 
al., 1996) et de nouveaux protocoles permettant une detection plus facile 
des mutants par echange allelique ont egalement ete developpes (Norman et 
al., 1995 ; Balasubramamian et al., 1996 ; Pelicic et al., FEMS Microbiol. 
25 Lett, 1996). Cependant, la detection d'evenement par echange allelique tres 
rare est empechee par les faibles efTicacites de transformations et la 
frequence importante de recombinaisons illegitimes. Ainsi, de nombreux 
genes de Mycobacterium restent encore refractaires a Techange allelique au 
moyen des technologies disponibles. 
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Plus particulicrcmcnt, Ics systemcs dc mutagcncsc par cchangc 
allcliquc rcquiercnt la inisc cn oeuvrc dc pmccdcs plus cfficaccs. Lcs 
problcmcs rencontres peuvent etre contournes par rutilisation d'un vectcur 
rcplicatif qui est cfficacemcnt perdu dc manicre conditionnellc. La 

5 possibility d'introduirc de tels vecteurs permct d'eviter les problcmcs 
resultant des faiblcs cfficacitcs dc transformation. Ainsi, dans des 
conditions dc contrc-selection, lcs clones qui contiennent encore le vectcur 
sont elimincs pcrmettant ainsi la detection d'evencments genetiques tres 
rares. Un tel systeme a recemment etc developpe. Utilisant un vecteur 

U) replicatif dans certaines conditions qui est perdu a 39°C chezM smegmatis, 
la premiere bibliotheque de mutants insertionnels mycobacteriens a etc 
construite dans cette souche modele a croissance rapidc (Guilhot et al., 
1994). Cependant, les vecteurs thermosensiblcs utilises ne sont que 
faibiement thermosensiblcs dans des mycobactcrics a croissance lente du 

15 complexe M. tuberculosis ct done nc peuvent pas ctrc utilises dans ccs 
especes pour la mutagenese par cchangc allcliquc (donnee non publicc). 

Les inventcurs ont rcussi a affecter la virulence ct la persistancc 
des souches Ac Mycobacterium dans les cellules botes. 

lis ont en efFet realise unc souche de Mycobacterium dont un gene 

20 a ete modifie de fa<?on a en attenuer la virulence. 

Par gene modifie, on entend un gene ayant subi une modification 
abolissant la production de la proteine correspondante ou permettant la 
production d'une proteine differant d'au moins 20 % en terme d'activite par 
rapport a la proteine naturelle. 

25 Le BCG (Bacille de Calmette et Guerin), une souche avirulente 

derivee de M.bovis, est tres utilisee de par le monde comme vaccin contre la 
tuberculose. Cependant si le BCG peut etre administre sans problcme a des 
individus ne presentant pas de deficience immunitaire, il n'en est pas dc 
meme chez les individus immunodeprimes tels que les personncs infectees 
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par le vims du SI DA, les pcrsonncs ayant subi unc grefle dc mocllc. los 
pcrsonncs attcinlcs d'un cancer, ou Ics pcrsonncs aiVcctccs dans Ic 
Ibnctionncment d'un des composants du systcmc imnutnitairc. 

C'cst la raison pour laqucllc la prcsente invention conccrnc unc 
5 souche de Mycobacterium dont la persistence est iimitee 

Le gene modi lie dans la souche de Mycobacterium conforme a 
rinvention est le gene erp. II pcut egalcmcnt s'agir d'un gene possedanl unc 
homologic (d'au moins 80 %) par complementation avec le gene erp. 

L'analyse de la sequence proteique deduite du gene erp montre que 
10 celui-ci code pour une proteine dont la masse moleculaire calculce est de 
28kDa. La presence d'une sequence signal d'exportation en situation N- 
terminal ainsi que l'existencc d'une region hydrophobe en C-tcrminal 
suggerent que la molecule puisse etre ancrec dans la membrane plasmiquc 
ou localisee a la surface des bacilles. Dc plus, la region centralc de la 
15 proteine comportc deux regions repctces composecs chacunc de 6 
cxcmplaircs d'un motif P(G/A)LTS posilionncs en tandem. Ccttc 
organisation rappcllc cclle trouvee chez dc nombrcuscs protcincs dc 
surface, associees au pcptidoglycane chez les bacteries a Gram positif ct 
chez Plasmodium. 

20 Une methodologie genetique permettant la selection et 

l'identification de fragments d'ADN codant pour des proteines exportees, a 
ete recemment adaptee a M tuberculosis au laboratoire. Ce systeme repose 
sur la realisation de banques de fragments d'ADN de M tuberculosis 
fusionnes avec le gene de la phosphatase alcaline (phoA) de E. coli t 

25 depourvu de ses signaux d'expression et d'exportation. La phosphatase 
alcaline (PhoA) ne possede d'activite enzymatique detectable qu'apres 
exportation au travers de la membrane plasmique. En utilisant ce systeme, 
plusieurs fragments d'ADN permettant l'exportation dc PhoA chez les 
mycobacteries ont ete selectionnes en presence de substrat chromogene, et 
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particllcmcnt sequences. Une des fusions police par le plnsmidc 
recombinant pExp53, prcscntc des similariles de sequence avec un gene de 
M. leprae qui code pour unc proteine de 28kDa, potenliellemcnt localisee a 
la surface du bacille. De plus, cettc proteine est un anligene majcur de M 
5 leprae, reconnu par les sera des patients lepreux lepromatcux (WO 

9607745). Nous avons dc plus determine par des experiences d'hybridation 
moleculaire que 1c gene erp est unique dans Ic genome dc A/, tuberculosis et 
qu'il est aussi present dans Ic genome des autres membres de ce complexe 
d'espece (M. africattutn, M. bovis, M. bovis BCG). 

It) Aftn de permettre 1'ctude de ERP ct de confirmcr sa localisation a 

la surface, des anticorps specifiques anti-ERP ont etc produits. Pour cela, la 
proteine ERP en fusion avec la proteine liant le maltose (MalE/MBP) ou en 
fusion avec un peptide C-tcrminal contenant 6 residus histidine a etc 
produite. Cette strategic a pcrmis d'obtenir en grandc quantite les protcincs 

15 ERP-MalE et ERP(His)6 rccombinantcs, cxprimces dans Escherichia coli. 

La purification de ces molecules a etc rcaliscc cn utilisant les techniques dc 
chromatographic d'affinite stir resine d'amylosc (systcmc MalE) ou dc 
nickel chelate (systemc Histidine). Le poids moleculaire relatif determine 
en electrophorese PAGE-SDS est de 36K. La difference avec le poids 

20 moleculaire theorique peut etre attribute a un retard de migration 
electrophoretique du a la forte teneur (15%) en residus proline. Un 
protocole d'immunisation de lapins, a l'aide des chimeres ERP-MalE et 
ERP(His)6 purifiees, a permis d'obtenir des sera polyclonaux a haut titre, 
permettant la detection specifique de la proteine ERP. 

25 A l'aide des anti-sera obtenus chez le lapin, la localisation de la 

proteine ERP chez Mycobacterium tuberculosis a ete precisee. Des 
observations en microscopie electronique apres un immunomarquage a Tor 
colloidal ont permis de detecter la presence de la proteine ERP a la surface 
de bacilles tuberculeux issus de culture /// vitro. Ainsi, la proteine ERP est 
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susceptible dc presenter a la surface dcs mycobactcrics des epitopes 
d'autrcs antigencs ct dcs fins vaccinales ou thcrapcutiques. Dc plus, des 
experiences siniilaires out pennis dc tnettre en evidence la proteine HRP 
dans dcs macrophages nuirins infectes par A/, tuberculosis. 
5 Afin d'analyscr la fonction de la proteine ERI\ une souche de BCG 

dans laquclle Ic gene erp a etc modiilc par cchange allelique a cite 
construitc. La survic de cctte souche cn comparaison avee la souche 
sauvage a etc analysec dans le modele souris. 11 a etc mis en evidence que la 
mutation du gene erp affectc severement la persistence de M bovis BCG. 
to Cette diminution de la persistance est observee dans tous les organes testes 
(Rate, foie, Poumons). Outre Ie role du gene dans le processus de survie du 
BCG, ces observations impliquent que le gene erp soit exprime durant la 
phase de croissance in vivo chcz I'hote. 

Plus particulicrcment, la modification du gene erp est rcalisce par 
15 mutation, insertion, deletion ou substitution ; la modification d'au moins 

une paire de base est suflfisante. 

Selon un mode de realisation avantagcux de la souche conformc a 
l'invention, le gene erp est modifie par insertion d'un nucleotide ou 
polynucleotide qui peut etre un gene de selection. Ce gene peut notammcnt 
20 coder pour la resistance a un antibiotique tel que la kanamycine, la 
spectinomycine ou Thygromycine. 

Les souches de Mycobacterium preferees sont celles appartenant au 
genre Mycobacterium , preferentiellement au complexe de Mycobacterium 
tuberculosis et plus preferentiellement encore a Tespece Mycobacterium 
25 tuberculosis ou a Tespece Mycobacterium bovis. 

La presente invention concerne plus particulieremcnt la souche 
BCG erp::Kn egalement appelee BCG erp : :aph (CNCM No 1-1896) ou un 
variant incapable d'exprimer le produit du gene erp actif ainsi que la souche 
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M. tuberculosis H37Rv erp : :aph (CNCM No 1-2048) ou tin variant 

incapable cTcxprimcr lc produit du gene. 

L'invcntion conccrnc egalemcnt unc sonchc dc Mycobacterium 

dont lc gene crp est modifie ct qui est capable de produirc, suite a des 
5 cvcncmcnts de rccombinaison, des epitopes ou des determinants 

anligeniqucs susccptiblcs d'imnumiser ct/ou proteger contre des agents 

pathogenes tcls que des agents infect icux ou des genes de cancer, ou de 

produirc des molecules conduisant a unc modulation du systeme 

immunitaire telles que les cytokines, les chemokincs, des recepteurs 
lb solubles de molecules interagissant avee des agents conduisant a unc 

pathologie ou des inducteurs des responses immunitaires tels que IL2, IL4, 

IL 10 ou 1L12 (chez I'hommc ou Tanimal). 

La presente invention concerne done egalemcnt une souchc de 

Mycobacterium telle que precedemment decrite capable en outre d'exprimer 
15 un polynucleotide codant pour un antigene dc mycobacteric d'une autre 

especc que celle a laquelle ladite souchc apparticnt. Lc polynucleotide en 

question pouvant ctre ctrangcr au genre Mycobacterium. 

L'invention a egalemcnt pour object un polynucleotide purific 

comprenant un gene erp modifie et un fragment d'au moins 60 nucleotides 
20 correspondant a tout ou partie d'un gene codant pour un antigene exporte du 

genre Mycobacterium ou codant pour un antigene etranger au genre 

Mycobacterium . 

La modification du gene erp peut etre obtenue par exemple par 
addition, insertion ou modification de nucleotides. Dans le cadre de 
25 Tinvention, la selection de la souche de Mycobacterium dont le gene erp est 

ainsi modifie peut etre realisee par amplification genique et sequen?age 
nucleotidique ou RFLP de la region nucleique mutee dans ladite souche 
isolee sur geiose selon le protocole de contre-selection en presence de 
sucrose (Pelicic et al., 1996) par exemple. Une alternative consiste a 
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cffcctucr dcs hybridations dans dcs conditions dc fortes stringenccs (Bcrthct 
ct al., 1995) caractcrisces par ('utilisation d\ine sonde correspondant a tout 
on partic du gene crp modific genetiquement mais ayant conserve an moins 
20 % dc son activitc ct s'hybridant prelerentiel lenient avec tout ou partic du 

5 gene modific present dans la souche recherchee. 

La modification du gene crp petit cgalement cue realisec an moyen 
d'un vectcur recombinant comprcnant Ic gene crp inactive. Ce vecteur est 
utilise pour la transformation d'une souche de Mycobacterium el doit 
pcrmettrc un cchange alleliquc avec le gene crp sauvagc dans le but de Ic 

to modifier. 

Avantageusemcnt, le vecteur conforme a I' invention comprend unc 
origine de replication thermosensible chez Ics mycobacteries. II pcut 
comprendre egalement le gene de contre-selcction sacB avec, dc fa?on 
facultative un gene pcrmcttant une selection positive tel qu'un gene codant 
15 pour la resistance a un antibiotique. 

La modification du gene crp dans le vectcur conforme a T invention 
peut ctrc realisec commc decrit ci-dessus. 

Plus particulierement, ledit vecteur correspond au plasmidc 
recombinant pIPX56 (CNCM No 1-1895). En eflfet, cc plasmidc consiste en 
20 un vecteur de clonage navette E. coli - mycobacteries du type pPR27 

(depose a la CNCM sous le numero 1-1730) comportant une origine de 
replication thermosensible chez les mycobacteries, le gene de contre- 
selection sacB et conferrant la resistance a la gentamyctne. Dans le 
plasmide pIPX56, une insertion de 5,1 kb d'un fragment PstI a ete realisee 
25 au niveau du site unique Pstl de pPR27. Ce fragment de 5,1 kb correspond a 
un fragment d'ADN de 3,9 kb de M. tuberculosis comportant le gene crp, 
au niveau duquel a ete insere une cassette (1,2 kb) conferant la resistance a 
la kanamycine. Ce plasmide permet done d'efTectuer des experiences 
d'echange allelique au niveau du locus crp chez les mycobacteries. 
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Dans le cadre dc la prescntc invention, il est egalemcnt intcrcssant 
dc pouvoir disposer d\\n vectcur derive de plPX56 coinprcnant !e gene erp 
non modi fie. 

L'invcntion a done egalemcnt pour objet rutilisation d'un vecteur 
5 recombinant tel que decrit ci-dessus pour la preparation d'une souche de 

Mycobacterium conformc a rinvention par echange allelique. 

Un autre objet dc I 'invention est un procede pour la production 
d'une souche dc Mycobacterium telle que ci-dessus decrite comprcnant les 
etapes de : 

!0 - transrormation avec un vecteur tel que decrit ci- 

dessus d'une souche de Mycobacterium propagee a 
une temperature permissive, 

misc en culture des colonies resultant de la 
transformation sur un milieu supplement^ avec un 
15 produit de selection et du saccharose, 

isolcmcnt dc la souche rccombinantc. 
Selon un mode de realisation avantagcux du procede conforme a 
rinvention, le produit dc selection est un antibiotique tel que la kanamycinc, la 
spectinomycine ou rhygromyctne. 
20 A titre d'exemple, une souche de Mycobacterium recombinant est 

produite conformement a rinvention comme suit : 

a) le plasmide pIPX56 est introduit par electroporation dans une 
souche du complexe Mycobacterium tuberculosis propagee a 
temperature permissive (32°C). Cette etape permet de disposer 

25 d'une population de bacteries dans laquelle chaque individu 

possede plusieurs copies de la cassette erp::Kn ; 

b) une colonie resultant de la transformation est eultivee en milieu 
liquide a 32°C durant 10 jours, puis la culture est ensemencee 
sur des boTtes contenant de la Kanamycine (50 mg/ml) et du 
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saccharose 2 % (poids/vol.) incubccs a temperature non 
permissive a 39°C. Cette ctape permet d'enrichir en 
evenements de double recombinaison homologue par contre- 
sclcction ct elimination des integrations de vectcurs (simple 
5 recombinaison homologue ou recombinaison illegitime). 

L' invention conccrnc cgalcment une composition immunogenc 
comprcnant une souche de Mycobacterium conformc a Pinvcntion ou 
obtenue par la misc en aeuvre du procede ci-dessus mentionnc. 

Elle conccrne cgalcment une composition vaccinale comprcnant 
K) une souche de Mycobacterium conforme a V invention ou obtenue par la 

mise en ocuvre du procede ci-dessus mentionnc, en combinaison avee au 
moins un excipient pharmaceutiquement compatible. 

Cette composition vaccinale est destinee a rimmunisation des 
humains et des animaux contre une souche pathogene de mycobactcries et 
15 comprend une composition immunogenc telle que decrite ci-dessus en 
combinaison avee un excipient pharmaceutiquement compatible (tel qif un 
tampon salin), de fagon facultative en combinaison avee au moins un 
adjuvant de IMmmunite tel que Thydroxydc d'aluminium ou un compose 
appartenant a la famille du peptide muramyl. 
20 Pour obtenir un effet adjuvant pour le vaccin, de nombreuses 

methodes prevoient Tutilisation d'agents tels que Thydroxyde ou le 
phosphate (alun) d'aluminium, communement utilises en tant que solution 
titrant 0,05 a 0, 01 % dans un tampon salin de phosphate, melanges avee des 
polymeres synthetiques de sucre (Carbopol) en que solution a 0,25 %. Un 
25 autre compose adjuvant convenable est le DDA (bromure 2 
dimethyldioctadecylammonium), ainsi que des substances immuno- 
modulantes telles que les lymphokines (par exemple gamma-lFN, IL-1, IL- 
2 et IL-12) ou egalement des composes inducteurs de gamma-IFN tels que 
le poly 1:C. 
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La composition vaccinate conformc a la presente invention est de 
fagon avantagcuse preparec sous forme injectable, pour une administration 
orale ou par inhalation, soit en solution liquicle soit en suspension ; des 
formes solidcs convenablcs destinees a etre mises en solution ou en 
5 suspension liquidc avant Tinjcction peuvent cgalement etre preparees. 

De plus, la composition vaccinale peut contenir des composants 
mincurs de substance auxiliairc telle que des agents mouillant ou 
emulsifiant, des agents tamponnant le pH ou des adjuvants qui stimulent 
l'efficacite des vaccins. 
10 Les compositions vaccinalcs de Tinvention sont administrecs d'une 

fa?on compatible avec la formulation de dosage et en unc quantite 
therapeutiquement efficace et immunogene. La quantite a administrer 
depend du sujet a traiter y compris par cxemplc la capacitc individuellc de 
son systeme immunitaire a induirc unc reponse immunitairc. 
15 Lc dosage du vaccin dependra de la vote d'administration et 

varicra scion Page du patient a vaccincr ct dans un moindrc degrc dc la 
taillc de cc patient. De fa^on prefcrcnticlle, la composition vaccinale scion 
la presente invention est administree par unc voic intradermique en unc 
seule fois ou par voie orale ou par aerosol. 
20 Dans certains cas, il sera necessaire de proceder a de multiples 

administrations de la composition vaccinale conforme a la presente 
invention sans toutefois generalement depasser six administrations, de 
preference quatre vaccinations. Les administrations successives se feront 
normalement avec un intervalle de 2 a 12 semaines, preferentiellement de 3 
25 a 5 semaines. Des rappels periodiques a des intervalles de 1 a 5 ans, 
preferentiellement 3 ans, sont souhaitables pour maintenir lc niveau desire 
de rimmunite protectrice. 

L'invention concerne egalement une methode de diagnostic 
permettant de discriminer entre des individus d'une part ayant ete vaccines 
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a Taidc d'unc souche do Mycobacterium nc produisant plus ERP actif ct 
cf autre part ccux ayant subis unc infection naturcllc ou unc vaccination a 
Taidc d\inc souche produisant la proteine ERP naturcllc. 

En effet, les individus ayant subis unc vaccination par unc souche 
5 de Mycobacterium nc produisant plus la proteine ERP naturcllc peuvent etre 

distingucs par Tabscncc a partir d'un echantillon biologique, tel que par 
exemple le serum, d'anticorps diriges contre ERP et/ou par ['absence de 
reactivite T (mesuree par exemple au cours cPun test de proliferation ou 
d'un test de secretion des cytokines ou de test CTL) contre la proteine ERP 
10 purifiee. Une alternative consiste egalement a recherchcr une reactivite 
dififerentielle a Taide d'anticorps diriges contre la partie non modifiee de la 
proteine ERP naturelle en comparaison avee la partie de la proteine ERP 
mutee correspondante. 

La presente invention a done egalement pour objet une mcthode de 
15 depistage des individus auxqucls a etc administrce unc composition 
vaccinale conforme a V invention comprcnant la misc en evidence de 
I'absence, dans un echantillon biologique desdits individus, d'anticorps ou 
de cellules T diriges contre tout ou partie de la proteine ERP purifiee, 
T echantillon biologique pouvant etre du sang. 
20 LMnvention a egalement pour objet une composition comprenant la 

proteine ERP modifiee. 

Un autre aspect de la presente invention concerne les sequences 
repetees presentent dans le gene erp notamment des souches du complexe 
M. tuberculosis. En effet, dans la majorite des cas etudies par les 
25 Inventeurs, les patients tuberculeux ne developpaient pas de reponse 

humorale contre erp. Les souris vaccinees par le BCG nc developpent pas 
non plus de reponse humorale contre erp. A Toppose, les patients 
lepromateux developpent une importante reponse contre erp. La difference 
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majeure cntrc ia proteine ERP dc A/, tuberculosis ct la proteine siniilairc de 
M. leprae reside dans ('absence dc repetitions chczM leprae. 

Par consequent, les repetitions pourraient etre a Pongine du 
blocagc dc la reponse hutnorale specifiqucment contre erp on meme d'unc 
5 fa<?on gcncralc contre d'autrcs antigenes. II est en cflet connu que les 

patients tubcrculcux devcloppcnt peu de reponse humorale an debut de la 
tubcrculosc maladie. II pourrait done etre possible d'utiliscr les repetitions 
portees par erp pour inhibcr le devcloppemcnt d'unc reponse humoralc 
specifique en associant ces repetitions a tout antigene contre lequel on vcut 

10 eviter qu'une reponse humorale ne soit induitc ou peut etre mcmc utilisee 
ces repetitions pour inhiber toute reponse humorale dans certains contcxtcs 
avantageux. Ce type de strategic pourrait convenir aux situations suivantes : 
eviter le developpement de la reponse humorale contre des vecteurs 
vaccinaux viraux. (voir tableau) 

15 Ainsi, la presentc invention concerne ['utilisation des sequences 

repetees du gene erp, facultativemcnt en association avee au moins un autre 
antigene, pour inhibcr le devcloppemcnt d'unc reponse humoralc. 

Elle concerne egalement un vecteur d'exprcssion dans un 
microorganisme, caracterisc par le fait qu'il comprend un sequence 

20 nucleotidique codant pour la proteine ERP depourvue de ses sequences 

repetees. Le microorganisme hebergeant le vecteur d'expression peut par 
exemple etre E. coli ou tout autre organisme susceptible de convenir a 
I'expression d'une sequence nucleotidique codant pour la proteine ERP 
depourvue de ses sequences repetees, y compris les mycobacteries. 

25 La presente invention a egalement pour objet une souche de 

mycobacteries caracterisee en ce que le gene erp est depourvu de ses 
sequences repetees. En effet, une telle souche, presentant ERP sans 
repetition serait immunogene tout en ayant un effet protecteur. 
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Dc plus, la presentc invention a pour objct unc protcine 
recombinant ERP purifiee produitc prefcrenticllement par K coli. 
Avantagcusement, cette protcine recombinante comprend six residus 
histidine a son cxtremitc C-terminale. 
5 La figure 1 represente Tobtention (Tunc souche de BCG dont le 

gene erp a etc inactive par insertion d'une cassette de resistance a la 
kanamycine. 

La figure 2 represente le nombre de cfu persistant dans chacun des 
organes concernes en fonction du nombre de jour suivant V injection 
10 intraveineuse soit du BCG sauvage soit du BCG mutant (BCG erp::Kn 

aussi appele BCG erp::aph). 

La figure 3 represente le nombre de cfu resultant de ia 
multiplication du BCG parental (1 173P2) et du BCG mute (erp::aph) dans 
des cultures dc macrophages derives de prccurscurs medullaires de souris 

15 BALB/C. 

La figure 4 represente le nombre de cfu resultant dc la 
multiplication des souches parentales (wt), mutees (ERP*) ct complcmcntecs 
de BCG et H37Rv dans des cultures de macrophages derives de prccurseurs 
medullaires de souris Balb/c. 

20 La figure 5 represente la comparaison du nombre de cfu resultant 

de la multiplication du BCG parental, mute et complcmente d'une part avec 
celle du H37Rv parental, mute et complemente d'autre part, dans des 
cultures de macrophages derives de precurseurs medullaires de souris 
Balb/c, en fonction des organes (poumons, rate ou foie). 

25 L' invention ne se limite pas a la description ci-dessus et sera mieux 

comprise a la lumiere des exemples. 
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Matcricls ct Mcthodcs 

Production ct purification do protcinc ERP recombinant 
La region codant pour ERP privee de sa sequence signale a etc 
amplifiec par PC II au moyen des amorces oligonucleotidiques Ilis-2 (5'- 
AAGGAGATCTtGTGCATATlTTCTTGTCrAC-3') ct IIis-3 (5'- 
AAGGAGATCTGGCGACCGGCACGG TGATTGG-3'), digeree par H K /ll 
ct donee dans le site Jkmilll du plasmide d'expression pQ070 (QIAGEN 
GmbH, Hilden Allcmagnc). Lc plasmide resultant, designe pHis233, a subi 
une electroporation dans la souche M15 d* Escherichia coli. 

Deux litres de cultures de la souche M15 & Escherichia coli 
(pHis233) ont ete mis a croitre dans un bouillon Luria-Bcrtani, induits avec 
de TITPG et ont ete traites au fin de purification proteique dans des 
conditions denaturantes utilisant une resinc agarose d'acidc nickcl- 
nitrilotriacetique (NTA) tel que decrit par lc fournisscur (QIAGEN GmbH). 
ERP-Hts6 elue a ete dialyse deux fois pendant 12 hcurcs avec du PBS ct 
stocke au froid a - 20°C. Deux lapins (souche de Nouvellc Zelandc) ont etc 
immunises avec 100 (.ig de protcine ct ensuite tous les quinzc jours avec 
150, 200 et 250 jag de ERP-His6 cmulsific dans Tadjuvant de Frcund 
incomplet. Les sera anti-ERP hypcr-immun ont etc obtenus par la saignee 
des animaux six semaines apres Timmunisation. La separation par 
electrophorese sous SDS-PAGE et Timmunoabsorption ont etc realisees 
comme decrit dans (J. Sambrook et al, 1987). 

Immunocvtochimie (montage total) 

Des cellules ont ete fixees avec un tampon a 0,1 M de 
paraformaldehydeine a 1 %, lavees dans le meme tampon ct ensuite 
appliquees a une grille de nickel revetue de carbone Formvar, prealabtement 
rendue hydrophile par le procede electrique de « glow discharge ». Les 
grilles ont ensuite ete preparees pour immunocytochimie, rincees avec de 
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Tcaii distillec et colorccs negativement avcc du molybdatc d'amonium I % 
dans dc Tcau. 

Cryoscctions 

5 Lcs bacteries on macrophages infectcs (m.o.i. = I) ont etc fixes 

avec 2 % de paraformaldehyde ct 0,2 % de glutaraldehyde dans OJ M de 
tampon phosphate. Lcs cellules ont etc recoltces et cmprisonnecs dans de la 
gelatine a 10 %. Les cellules agglonicrces ont ete incubees de deux hem es a 
toute une nuit dans du sucrose 1,8 et du pyrolidone dc polyvinyl a 15 % 

10 (MW 10000). De petits blocs ont ete montes sur des ((porte-objets)), 
refroidis dans l'azotc liquide et cryosectionnes a -120°C avec un cryo- 
ultramicrotome Reickert FCS. Des sections minces ont ensuite etc 
rccuperees dans une goutte de sucrose 2,3 M et appliquees sur des grilles dc 
nickel revetues de carbone Formvar. Lcs grilles ont ensuite etc traitecs pour 

15 immunocytochimie, ensuite rincecs avcc de Tcau distillec ct cnglobees dans 

dc la methylccllulosc contcnant dc Tacctate d'uranyle a 0,3 %. 

\ m mu noevtochim ic 

Des grilles ont ete traitecs avec des gouttcs de reactifs suivants : 
20 NH4CI (50 mM) dans du PBS, 10 minutes, de I'Albumine de Serum Bovin 
(BSA) 1 % (w/v) dans du PBS, 5 minutes, un anti-serum anti-ERP dilue a 
1/100 dans du PBS-BSA, 1 heure, PBS-BSA (trois lavages de 2 a 5 minutes 
chacun), conjugues a Tor anticorps IgG (chaines H+L) anti-lapins (grains de 
10 nm ou 5 nm en taille, British Biocell International, UK) dilues a 1/20 
25 dans de la gelatine issue de peau de poisson PBS-0,1 % (Sigma), 30 a 45 
minutes, PBS (un lavage, 1 minute) et eau distillec (trois lavages d'unc 
minute chacun). Les exemples ont ensuite ete fixes avec 1 % de 
glutaraldehyde dans un tampon cacodylate 0,1 M (pH 7,4) pendant 2 
minutes. 
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Inactivation du ucnc cm 

Un fragment d'ADN dc 3,9 kb comprcnant ia longueur totalc du 
gene crp a etc coupe a parlir dc p!X4 12 par unc digestion Ps/l ct clone dans 
lc site corrcspondant dc pACYCl77. Le plasmidc resultant designe pPB 1 a 
5 etc linearise avec KcoRl qui coupe a un site unique a rinterieur de crp. 

parallels unc cassette aph conferant la resistance a ia kanamycine a etc 
coupee par digestion Pst\ dans le plasmidc pUC-4K. pPB I ct le fragment 
aph ont ete coupe avec la polymerase a ADN T4 (Boehringer Mannheim) 
tel que recommande par le fabricant, et ligature ensemble pour donner 

it) pPB2. Un fragment d'ADN de 5,2 kb contenant crp : :aph a ete coupe de 

pPB2 par digestion 7^7 1 et clone dans pJQ200 non replicatif donnant lieu au 
vecteur pPB3. Cinq (.ig de pPB3 ont subi une electroporation dans M. hovis 
BCG qui a ensuite etc etale sur des plaques 7HI1 Middelbrook 
supplementees avec de la kanamycine (20 |j.g/ml). Des colonics ont etc 

15 triees par PCR avec des oligonucleotides flanquant Ics sites EcoKX utilises 

pour T insertion d'aph et reportes (replica spotting) sur des plaques 
contenant de la kanamycine (20 g/ml) ct 2 % de sucrose. Un clone 
contenant une insertion de 1,3 kb et plus sensible au sucrose a etc analyse 
par Southern blot tel que decrit dans Berthet et al. 1995. 

20 

Des souris ont ete maintenues et manipulees selon les directives de 
Tlnstitut Pasteur pour Pelevage d'animaux de laboratoires. Les 
macrophages issus de la moelle epiniere ont ete isoles a partir de femures 
ages de sept semaines, de souris femelles BALB/c, Les cellules ont ete 
25 ensemencees a 5.10 5 cellules par puits dans des chambres de cultures a 8 
puits Labtek IM (Nunc) et ont ete cultivees pendant sept jours tel que decrit 
dans Chastellier et al. 1995). 
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Lc comptagc dcs CFU a etc realise tel que decrii dans Lagranderie 
etal. 1996. 

EXEMPLE 1 : Generation de sera polyclona ux de la pins anti-ER P 
5 Quatrc lapins Neo/.elandais fcmclics out etc immunises une 

premiere Ibis avec 100|>ig de proteine ERP(his)6. Dcs immunisations 
secondares (rappels) ont ete eflectues tous les 15 jours avec 150, 200 puis 250 
jig de proteine purifiec. A partir de deux mois aprcs la premiere immunisation, 
les sera collectes avaient un titre sufiisant pour etre utilises pour 
K) l'immunodetection en Western blot et par immunohistochimic en microscopic 
elcctronique. Pour les experiences d'immunohistochimie en microscopic 
elcctronique, les sera ont ete purifies par adsorption/elution sur des bandelettes 
de nitrocellulose contenant ERP. 

1 5 EXEMPLE 2 : Construction d'unc souchc de BCG cm: :Kn 

Un fragment d'ADN de M. tuberculosis de 3,9kbp contenant lc 
gene erp a ete obtenu par digestion PstI du plasmide pIPX4I2 (CNCM No 1- 
1463) (Berthet et al., 1995). Cc fragment a ete introduit dans le vectcur de 
clonage pACYC177, donnant naissance au plasmide pPBl. Le plasmide pPBl 

20 a ete ensuite linearise par 1'enzyme de restriction EcoK\, coupant une seule fois 
au niveau d'un site situe dans le gene erp. En parallele, une cassette (aph) 
genetique de petite taille (l,3kbp), conferrant la resistance a Tantibiotique 
kanamycine, a ete preparee par restriction du plasmide pUC-4K par Pst I. Les 
fragments pACYC177/EcoRl et aph'Psl I ont ete traites dans les conditions 

25 decrites par le fournisseur, par le fragment de Klenow de TADN polymerase I 
de Escherichia coli et par la polymerase du phage T4 respectivement, afin de 
generer des fragments aux extremites franches. Ces deux fragments ont ensuite 
ete ligatures et transformes chez E. coli. Un plasmide recombinant ayant insere 
la cassette aph au niveau du gene erp a ete selecttonnee par hybridation sur 
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colonics ct dcnommc pPB2. Lc fragment contcnant erp::aph a ensuite etc 
excise dc pPB2 par digestion PstI ct introduit dans lc vectcur pJQ200 
permettant cventucllement la contre selection en presence de sucrose. Lc 
plasmide resultant a etc appcle pPB3. Lc plasmidc pPB3 (trois microgrammes) 
5 a etc introduit dans la souchc Mycobacterium hovis BCG Pasteur 1 173 1*2 par 
ciectroporation (Gene pulscr BioRad, 2500V, 200Q, 25 yil 7 ). Les cellules 
transformees ont ete incubces durant 24 heures a 37°C dans du milieu 7119 
(5ml) puis etalees sur des boites 7H1 1 contcnant de la kanamycinc (20j.tg/ml). 
Les boites ont ete incubees durant 25 jours a 37°C et trentc colonies de 
10 bacteries resistantcs a la kanamycinc ont etc repiquees individuellenicnt a la 
fois par PCR en utilisant un couple d'oligonucleotides flanquant le site hlcoRX 
du gene erp, et par Southern blot en utilisant une sonde interne de erp. Un 
clone recombinant, denommc BCG erp::Kn t a ete selectionnc sur les critercs 
suivants: 

15 1- Par PCR, disparition dc la bandc corrcspondant a I'allelc 

sauvage (500bp) pour le BCG erp::Kn mutant. Obtention d'un fragment 
d'amplification PCR de 1800bp (500+1300) signant l'insertion de la cassette 
aph dans la copie genomiquc du gene erp 

2- Par Southern blot, detection d'un signal d'hybridation a 

20 5.2kbp avec I'ADN du BCG 13K au lieu de 3.9kbp pour le BCG sauvage. Perte 
du site EcoRI interne au gene erp::aph. 

EXEMPLE 3 : Test de la persistance du BCG erp : :aph chez la 

souris. 

25 Un stock bacterien conserve a -70°C de la souche BCG erp::Kn 

a ete realise de la maniere suivante: une colonie poussee sur 7H11+Kn 
(20^g/ml) a ete ensemencee sur milieu pomme de terre/sauton en presence dc 
kanamycine (20|ag/ml) jusqu'a formation d'un voile. Ce voile a servi a realiser 
un inoculum (lOjag/mt) pour des ballons contenant du milieu sauton liquide. 
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Apres 8 jours dc croissancc, Ic voile ainsi forme en sauton est rccupcrc, broye 
ct est resuspendu dans du milieu Beck-Proskauer additionne de glycerol 6% 
(Vol /Vol ). Le stock ainsi obtenu titrait 4,8 10 s unites ibrmant des colonies 
(CI' ; U)/ml. 

5 A I'aide de ce stock, des souris BALB/c ont etc injectees par voie 

intraveincuse avee 10 6 cfu de BCG sauvagc ct nuitant (BCG erp::Kn) en 
suspension dans du PBS. Trois organes, la rate, le foie ct les poumons, ont etc 
preleves sterilcments aux jours 1,7, 14, 28, 42, 56 et 70. A chaque point, les 
organes ont ete broyes cn milieu Beck-Proskauer et les bacterics ont etc 
10 ensemencees a diflerentcs dilutions sur des boites 7111 I avee ou sans 
kanamycine (20j.tg/ml). Le nombre de bacterics viables presentent dans les 
differents organes en fonction du temps a etc determine par le comptagc des 
CFU (Figure 2). 

1 5 EXEMPLE 4 : Etude dc la multiplication du BCG erp::Kn dans des 

macrophages derives de precurscurs mcdullaire de souris. 

Des experiences precedentes ont montrc que la souchc BCG erp::Kn 
ne persiste plus chez la souris. L'organe dans lequel Tclimination du BCG 
erp::Kn est la plus marquee est le poumon. Les macrophages alveolaires 

20 represented la cible primaire de l'infection par les mycobacterias du complexe 
M. tuberculosis. Afin de preciser le type cellulaire dans lequel la persistance du 
BCG erp::Kn est affectee, nous avons etudie la multiplication de cette souche 
dans des macrophages derives de precurseurs medullaire (BMDP) de souris. 
Pour cela, des BMDP issus de femur de souris femelles BALB/CBYJICO 

25 agees de 7 semaines ont ete isoles et mis en culture (milieu DMEM (Gibco 
(BRL), Glutamine 2 mM, Serum de veau foetal (Dominique Deutscher SA) 
10% Vol./Vol., Surnageant de cellules L229 10%) dans des chambres 
Labtek™ 8 puits, a une densite cellulaire de 5.10 4 cellules dans 400|il de 
milieu. Les cellules ont ete cultivees durant 7 jours avant d'etre infectecs 
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durant quatrc hcurcs par du BCG 1173 P2 (souchc parcntalc) ou du BCG 
crp::Kn (souchc mutee) a unc multiplicitc d'infcction dc I . A diflcrents temps 
post-infection (Jour 0, Jour I, Jour 5, Jour 12, Jour 17) ies macrophages 
infectees out etc lyscs dans un tampon preservant rinlegritc des mycobacieries 
5 et Ic lysat obtcnu a etc ctale sur des boites do milieu 711 II a diffcrentcs 
dilution (dc 10^ a 10*6) Lcs boites de petri ont etc incubees a 37°C durant un 
mois afm de mcsurer devolution du nombrc d'unitcs formant des colonies 
represente figure 3. 

I<) EXEMPLE 5 : Etude de la reaction d'hvpersensibilite rctardec induitc 

chez le cobave par le BCG erp::kn. 

La reaction d'hyperscnsibilite retardee (DTH) reflete ('induction dc 
reponses immunitaires dirigces contre des composantes mycobacteriens. Unc 
induration d'un diamctre supcrieur a une valcur seuil, provoquce par Tinjcction 

15 intradermiquc dc tuberculine signe un contact au prealable avee des 
mycobacteries. Ce test permet un diagnostic rapidc dc I'infcction tubcrculcusc 
chez les sujets non vaccines. Cependant ce test est diftlcHcment utilisable chez 
Ies sujets vaccines par le BCG qui sont alors positifs. Nous avons teste la 
capacite du BCG erp::Kn a induire une reaction DTH. Pour cela, deux 

20 groupes de 5 cobayes (males de SOOgr, souche Dunkin Hartley) ont etc 
immunises par 5.10^ unite viables de BCG 1 173P2 ou crp::Kn respectivement. 
Un mois plus tard, les memes animaux ont ete immunises par voie 
intradermique avec les preparation suivantes: 

* "Purified Protein derivative" (PPD)/ tuberculine (WEYBRIDGE) 

25 2pg 

* Proteine 65kDaM leprae purifiee 50pg et 100pg 

Le diametre de I'induration a ete mesuree 48h apres I'injection des 
difFerents antigenes sur chacun des 5 animaux constituant le groupe. Une 
induration positive superieure a 8-10 mm est consideree comme positive. 
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II a cte observe que Ic BCG erp::Kn induisait unc DTH apres 
immunisation par la PPD ct la proteine 65kD de M. leprae, 

EXEMPLE 6 : Caracterisation g eno typiq ue et phen otvpiq uc du BC G 

5 er p::Kn. 

La caracterisation du mutant M. hovis BCG erp::Kn a etc 
entrcprise de deux maniercs. Dans un premier temps, TADN genomique du 
BCG mutant (M) a etc extrait et analyse par la technique hybridation 
moleculaire de Southern (Bcrthet et al., 1995) en comparaison avee TADN 

K) genomique de la souche de BCG parentale (P). Une digestion par EcoRI 
indique que le genome du BCG erp::Kn a perdu un tel site, localise dans le 
gene erp et detruit par V insertion de la cassette kanamycinc. De plus une 
digestion par Pstl, indique que le fragment de restriction portant erp chez 
BCG erpr.Kn comporte une insertion de 1,3 kbp correspondant a la 

15 presence de la cassette kanamycinc. Ccs donnccs confirmcnt le 

remplacement de Tallele sauvage erp par un allele mute erp::Kn chez BCG 
erp;:Kn. 

Dans un second temps, Texpression dc la proteine ERP a etc 
analysee chez le BCG sauvage et chez le BCG erp::Kn par 
20 immunodetection selon la methode dite de «Western blot» (Sambrook et a!., 

1989) a Taide d'un serum de lapin anti-ERP. La proteine ERP n'est plus 
detectable dans le surnageant du BCG erpr.Kn. 

EXEMPLE 7 : Preparation de la souche H37RV de Mycobacterium 
25 tuberculosis : H37RV erp : :kn 

La souche H37RV erp : :kn derive de la souche de reference 
Micobacterium tuberculosis. La souche a pour particularite de ne plus 
produire la proteine correspondant au gene erp. Le gene erp determine la 
synthese d'une proteine exportee repetitive localisee a la surface des 
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bactcrics complexes Mycobacterium tuberculosis. Celle sonche a etc 
construitc au cours d'unc experience de recombinaison homologuc par 
remplaccment de la copic sauvage du gene erp par une copie mutcc, en 
utilisant lc plasmidc pIPX56 commc decrit precedemment. La version 
5 mutee du gene erp conticnt une insertion d'unc cassette conleranl la 
resistance a la kanamycine an niveau du site de restriction hlco\W. Une telle 
mutation abolit la synthese du gene d'unc proteine erp fonctionnelle. Un 
des phenotypes associe a ['introduction de cette mutation est la pertc de la 
capacite de persistcr chez la souris. 

10 

EXEMPLE 8 : Caracterisation du produit du uene erp de 
Mycobacterium tuberculosis 

Pour caracteriser le produit du gene erp de M. tuberculosis, la 
proteine recombinante ERP a etc purifiee ct surproduitc. La proteine a etc 

15 synthctisee dans & coli cn fusion avee 6 rcsidus histidinc (ERP-6His). 
ERP-6His forme des corps d'inclusion cytoplasmic ct est ensuite purifiee 
par immobilisation sur chromatographic d'affinitc au nickel dans des 
conditions denaturantes. Renaturee, ERP-6His soluble est analyscc par un 
gel d'electrophorese a deux dimensions. (Laurent-Winter, 1997) 

20 ERP-6His est separee en deux especes ayant le meme poids 

moleculaire (36 kDa) mais different en ce qui concerne leur point 
isoelectrique (pi). La forme majoritaire a un pi de 5,3 qui correspond a celui 
calcule pour ERP-6His. La forme minoritaire est plus acide (pi 5,2) est 
susceptible de corresponds a une forme aberrante apparaissant dans le 

25 cytoplasme de E. coli. Cette preparation de ERP-6His a ete utilisee pour 
immuniser des lapins et un serum polyclonal fortement titre a ete obtenu, 
Au moyen de ce serum, des bandes immunoreactives de 36 et 34 kDa ont 
ete detectees a la fois dans les fractions associees aux cellules et au fdtrats 
de culture precipites par le TCA (acide trichloracetique) de BCG et de M. 
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tuberculosis (souche Mt 103). La bandc supericurc a co-migrc avee ERP- 
61 lis rccombinantc. La bandc 34 kDa pourrait etre Ic rcsultat d'une 
degradation proteolytiquc on altcrnativcmcnt d'un traitcnicni post- 
traductionncl ayant lieu chez M. tuberculosis. Ccs donnccs sont en accord 
5 avee ccllcs montrant que Pantigene PGLTS, une proteine de M.bovis ayant 
plus dc 99% d'identite avee la proteine ERP de M. tuberculosis, est prcscntc 
sous forme d'un doublet de MW similairc dans des fluides ccllulaircs 
concentres (BIGI et al 1995). 

Sur la base des caracteristiqucs structurellcs, il a deja etc avance 

U) que la proteine ERP peut egalement etre presentc a la surface des bacteries. 
Pour determiner precisement la localisation subcellulaire de ERP, le bacille 
de M. tuberculosis fixe a ete mis en contact avee un serum anti-ERP et 
ensuite incube avee un conjugue anti-lapin marque a Tor. L^bservation par 
transmission en microscopic electronique a revelc un marquagc dc surface 

15 intense a la peripheric du bacille, indiquant que ERP est une molecule 
exposee a la surface. Ce rcsultat a ete confirmc par I'obscrvation dc la paroi 
cellulaire marquee sur des tuyaux section de M. tuberculosis (donnccs non 
montrees). 

II a ensuite ete determine si ERP etait produite durant la 
20 multiplication intra cellulaire de M. tuberculosis a Tinterieur des 
macrophages cultives. Dans ce but, des macrophages de souris J774 ont ete 
infectes avee un isolat clinique de M tuberculosis et ont ensuite ete 
observes par microscopie immunoelectronique. 

Tandis qu'aucun marquage significatif n'a ete observe avee le 
25 serum pre-immun de ERP, un marquage specifique de la paroi cellulaire 
mycobacterienne est du lumen phagosomal a ete observe avee le serum de 
lapin immunise par ERP. De plus, de petites vesicules contenant ERP 
marque ont ete observees dans renvironnement proche des phagosomes. 
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Ccci demontrc que ERP est produitc dans les phagosomes do A/. 
tuberculosis ct suggcrc que ERP sc deplace a I'intcrieur des cellules. 

EXEMPLE 9 : Role de la proteine ERP dans la c r oiss anc e in tra 
5 cellulairc des mvcobactcrics 

II a ensuite etc examine si ERP etait un composant bactcrien 
essenticl pour I'etape dc croissance intra cellulairc. Dans ce but, une 
mutation nulle ciblee a ete introduite dans le locus erp de la souche I I37Rv 
de M. tuberculosis et dans la souche BCG dc M. hovis et dans la souche 

it) vaccinalc modele de M. bovis BCG. Un vecteur suicide a contre selection 

par le sucrose pJQ200 a ete utilise pour introduire un allele mutant de erp 
(erpr.aph) dans le chromosome de AY. hovis BCG. 

M. tuberculosis correspondante a etc construite utilisant la 
technologie ts-sacli (Pelisic et al., 1997). 

15 Des souches mutantes resultant de Tcchangc allelique ont etc 

appelccs BCG erpr.aph et H37Rv erpr.aph. Au moyen du vecteur intcgratif 
derive du mycobacteriophage MSG (pAV6950) une simple copic dc erp a 
ete reintroduce au site attB de BCG erpr.aph et H37Rv erpr.aph. L f analyse 
de l'ADN chromosomique extrait de la souche parental (P), mutante (M) ou 

20 complementee (par complement^, on entend la reintroduction d'un gene erp 
fonctionnel capable de dinger la synthese de la proteine ERP) a revele que 
le site EcoRl coupe durant la construction de erpraph etait egalement 
perdu dans le genome des souches mutantes et complementees. De plus, 
l'analyse utilisant PstI indique une insertion de 1,3 kb a I'interieur du 

25 fragment de restriction portant erp. L'hybridation de la meme membrane 

avec les sequences des vecteurs pJQ200 et pPR27 n'a pas permis de dctecter 
un quelconque signal (donnees non montrees) suggerant que seule la 
cassette erpraph etait introduite dans le genome de BCG erpraph et 
H37Rv erpr.aph. L'analyse des fractions associees aux cellules et des 
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surnagcants concentres a parlir des cultures dc BCG erp::aph ct H37Rv 
crp::aph a indiquc que ('interruption de crp avait aboli la production de 
ERP. Ccci a etc confirmc par microscopic immunoeicctronique par la 
disparition du marquagc a Tor sur les cryosections BCG crp::aph dc K-L 
5 hovis. Au contrairc, Integration dc crp au site attB des souches mutantes 

crp::aph a rcstaurc la production de ERP, a la fois a la surface des cellules 
et dans lc milieu dc culture de M tuberculosis et M. hovis. L'analyse 
morphologique de la colonic, doublant la duree du temps et les 
caracteristiques de croissance dans la culture 7H9/ADC du Middelbrook ou 
to du milieu Sauton minimum, n'a pas permis d'identificr une quelconque 
ditTerence entre les souches mutantes parentales et complementees de BCG 
et de H37Rv, Prises ensemble, ces donnees montrent que crp n'est pas 
essentiel a la croissance dc BCG et H37Rv dans des conditions de 
laboratoire. 

15 

EXEMPLE 10 : 

La capacite dc BCG crp : :aph ct M37Rv crp : :aph a croitrc au 
sein des cellules phagocytiques a ete examinee. Dans cc but, la 
multiplication des souches mutantes ct parentales dans une culture dc 

20 macrophages derives de moelle cellulaire a ete comparee. Comme montre a 
la figure 4A, le denombrement des CFU indique les mutants crp : :aph ne 
se multiplient pas au sein des macrophages de souris tandis que les souches 
parentales et complementees ont une croissance normale. De plus, la souche 
H37Rv erp : :aph montre une reduction des effets cytopathiques compares 

25 aux souches parentales et complementees (figure 4B). Pour determiner si la 
mutation crp : :aph afTecte egalement la multiplication au sein de Thote, la 
persistance de BCG crp : :aph et H37Rv crp : :aph dans les souris a ete 
analysee. 106 unites viables des souches parentales, mutantes crp : :aph et 
erp-complementees ont ete injectees par voie intra-veineuse a des souris 
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Dalb/c ct rinfcction bactcricnnc a etc controlee par Ic comptagc des CFU an 
dela d'unc pcriodc dc 56 jours (Lagrandcric ct al., 1996). Lc comptagc a etc 
realise dans Ics poumons, Ic tbic ct la rate, trois organes connus pour 
contcnir la plus importantc charge microbacteriennc apres inoculation par 
5 voic intra-vcincuse. Tel que rcprescnte dans la figure 5A, les mutants BCG 

erp : :aph out etc rapidemcnt climincs des poumons des animaux infectcs 
tandis que les souches corrcspondantcs parcntalcs et complcmcntees ont 
colonise ce tissu ct ont survecu. Au contraire, lc mutant M37Rv erp : :aph a 
survecu mais s'est multiplic tres lentement cn comparaison avec les souches 

10 parentales et complementccs. Les poumons represented le site d'infection 

par les membres du complexe A/, tuberculosis durant la tubcrculose. La 
multiplication des mutants erp : :aph a egalement fortement diminuee dans 
le foie (figure 5B) et la rate (figure 5C). De plus, la morphologie des 
colonies BCG apres avoir infecte un animal est tres differente : tandis que le 

15 BCG parental donne lieu a une morphologie de colonies ditcs « diffuses », 
le BCG erp : :aph ne diffuse plus ct montre unc croissancc rctardce (jusqu'a 
unc semaine comparee a la souchc parentalc). La signification dc cettc 
observation est inconnue mais la perte du phenotype «diffus» a etc 
correlee avec les niveaux les plus bas de virulences residuelles parmi les 

20 sous-souches BCG (Dubos et Pierce, 1956, Pierce et Dubos, 1956, Pierce 
Dubos et Scheiffer, 1956 et Dubos et Pierce, 1956). Le phenotype « non 
diffus » n'est pas permanent et est perdu apres restriction du milieu de 
culture sur 7H11. De plus, la reintroduction de erp restaure le phenotype 
parental. Quoiqu'il en soit, ces donnees demontrent que Texpression erp est 

25 requise durant Tetape de croissance intra-cellulaire des mycobacteries 
appartenant au complexe M. tuberculosis. 
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TABLEAU 



Origine 


Nb de sera 


MBP-ERP* ERP-His6 


65kDa BCG 




testes 







Humains 4 - +/- 

5 Controles 

Humains (BHgny) 
Tuberculeux 21 
M. tuberculosis 

10 

Humains (Ouganda) 
Tuberculeux 
M tuberculosis 

15 Enfants (Necker) 
Tuberculeux 
M. tuberculosis 
(Exam. Direct +) 

20 Humains Madagascar 

Tuberculeux 

Humains (Nepal) 
25 Lepreux lepromateux 
M leprae 

Bovins 
Tuberculeux 
30 M 



* Proteine ERP en fusion avec la Maltose Binding Protein 
Le serum des individus testes (ou le pool dans le cas de lepreux) a ete mis 
35 en contact avec chacune des trois proteines mentionnees dans le tableau. La 
reponse immunitaire a ete mesuree. 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



(En Pool) 



10 



ND -HHh(3/10) ND 



+ 

(En Pool) 



1 Pool -H- 



+-H- 
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REVINDICATIONS 

1 . Souchc dc Mycobacterium dont Ic gene crp est modiilc. 

2. Souchc dc Mycobacterium scion la revendication I, caracterisee 
5 cn cc qu'il s'agit d'unc souchc rcconibinantc. 

3. Souchc dc Mycobacterium scion la revendication I on 2, 
caracterisee cn cc que Ic gene crp est modiilc par mutation, insertion, deletion 
ou substitution. 

4. Souche de Mycobacterium scion la revendication 3, caracterisee 
U) en ce que la mutation, insertion, deletion ou substitution porte sur au moins 

une paire de bases. 

5. Souche de Mycobacterium selon la revendication 3 ou 4, 
caracterisee en ce que le gene crp est modifle par insertion d'un nucleotide ou 
polynucleotide. 

15 6. Souche de Mycobacterium scion la revendication 5, caracterisee 

cn cc que lc polynucleotide inscrc comprend un gene dc selection. 

7. Souchc de Mycobacterium selon la revendication 6, caracterisee 
en ce que le gene de selection code pour la resistance a un antibiotiquc. 

8. Souche de Mycobacterium selon la revendication 7, caracterisee 
20 en ce que Tantibiotique est la kanamycine, la spectinomycine ou 

l'hygromycine. 

9. Souche dc Mycobacterium selon Tune des revendications 1 a 8, 
caracterisee en ce qu'elle appartient au genre Mycobacterium, de preference au 
complexe M tuberculosis. 

25 10. Souche de Mycobacterium selon la revendication 9, caracterisee 

en ce qu'elle appartient a Tespece Mycobacterium tuberculosis ou a I'espece 
Mycobacterium bovis. 
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11. Souche dc Mycobacterium scion la revendication 10, 
caractcrisce cn cc qif cllc correspond a la souche BCG erp::Kn (CNCM No I- 
1896) ou un variant incapable d'exprimer Ic produit du gene erp actif 

12. Souche de Mycobacterium scion la revendication 10, 
5 caractcrisce en cc qu'cllc comprend la souche H37Rv crp : :aph (CNCM N° 1- 

2048) ou un variant incapable d'exprimer le produit du gene crp actif 

13. Souche de Mycobacterium scion Tune des revendications I a 
10, caracterisee en ce qifelle est capable d'exprimer un polynucleotide codant 
pour un antigene de mycobacterie d'une autre espece que celle a laquelle ladite 

10 souche appartient. 

14. Souche de Mycobacterium selon Tune des revendications 1 a 
10, caracterisee en ce qu'elle est capable d'exprimer un polynucleotide 
et ranger au genre Mycobacterium. 

15. Polynucleotide purifie comprenant un gene crp modific et un 
15 fragment d'au moins 60 nucleotides correspondant a tout ou panic d\in gene 

codant pour un antigene exporte du genre Mycobacterium. 

16. Polynucleotide purifie comprenant un gene erp modific et un 
fragment d'au moins 60 nucleotides correspondant a tout ou partie d'un gene 
codant pour un antigene etranger au genre Mycobacterium. 

20 17. Vecteur recombinant comprenant tout ou partie du gene erp ou 

du gene erp modifie. 

18. Vecteur recombinant selon la revendication 17, caracterise en 
ce quMl comprend une origine de replication thermosensible chez les 
mycobacteries. 

25 19. Vecteur recombinant selon la revendication 17 ou 18, 

caracterise en ce qu'il comprend le gene sacB. 

20. Vecteur recombinant selon la revendication 17, caracterise en 
ce que le gene erp est modifie par mutation, insertion, deletion ou substitution. 



BNSDOCID. <WO 99051 68A1_L> 



WO 99/05168 



PCT/FR98/01627 



36 



21. Vccteur recombinant scion la revendication 20, caractcrise cn 
cc que la mutation, insertion, deletion on substitution portc sur au moins tine 
pa ire de bases. 

22. Vccteur recombinant scion la revendication 20 ou 21, 
5 caractcrisc en ce que le gene erp est modi Tic par insertion d'un nucleotide ou 

polynucleotide. 

23. Vccteur recombinant scion la revendication 22, caractcrisc en 
ce que le polynucleotide insere comprend un gene de selection. 

24. Vecteur recombinant scion la revendication 23, caractcrise cn 
10 ce que le gene de selection code pour la resistance a un antibiotique. 

25. Vecteur recombinant selon la revendication 24, caracterise cn 
ce que Tantibiotique est la kanamycine, la spectinomycinc ou Thygromycine. 

26. Vecteur recombinant selon Tune des revendications 17 a 25, 
caractcrise en ce qu'il comprend un insert corrcspondant au gene erp modific 

15 ct qu'il s'agitdepIPX56(CNCM No 1-1895). 

27. Vecteur recombinant selon Tunc des revendications 17 a 25, 
caractcrise en cc qu'il s'agit d'un vccteur derive dc pIPX56 (CNCM No 1- 
1895) comprenant le gene erp non modifie. 

28. Utilisation d'un vecteur recombinant selon Tunc des 
20 revendications 17 a 26 pour la preparation par echange allelique d'une souche 

de Mycobacterium selon Tune des revendications 1 a 14. 

29. Procede pour la production d'une souche de Mycobacterium 
selon Tune des revendications 1 a 14, comprenant les etapes de : 

- transformation avec un vecteur tel que decrit ci-dessus, d'une souche 
25 de Mycobacterium propagee a une temperature permissive, 

- mise en culture des colonies resultant de la transformation sur un 
milieu supplement^ avec un produit de selection et du saccharose, 

- isolement de la souche ainsi selectionnee. 
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30. Proccde scion la rcvcndication 29, caracterise cn cc que Ic 
produit de selection est tin antibiotique choisi parmi la kanamycinc, la 
spectinomycinc ct Thygroniycine 

31. Composition immunogene cornprenant une souche de 
5 Mycobacterium scion Tunc des revendications I a 14 ou obtenue par la mise 

en oeuvre du proccde scion la rcvcndication 29 ou 30. 

32. Composition vaccinalc cornprenant une souche de 
Mycobacterium scion Tunc des revendications I a 14 ou obtenue par la mise 
cn oeuvre du proccde scion la revendication 29 ou 30, cn combinaison avec aii 

to nioins un excipient pharmaceutiqucnicnt compatible. 

33. Methode dc depistage des individus auxqucls a etc administrec 
une composition vaccinalc scion la revendication 32 cornprenant la mise en 
evidence dc P absence, dans un cchantillon biologique desdits individus, 
d'anticorps diriges contre tout ou partie de la proteine ERP purificc. 

15 34. Methode de depistage des individus auxqucls a cte administrec 

unc composition vaccinale scion la rcvcndication 32 cornprenant la mise cn 
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35. Composition cornprenant la proteine ERP modificc. 
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d'une reponse humorale. 

37. Vecteur d'expression dans un microorganisme, caracterise par 
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